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© TNF-bindende Proteine. 

9 © Die vcrliecende Erfindung betrifft nichtlosliche Proteine sowie ICJsliche Oder nichtlosliche Fragrnente davon, 
m die TNF binden. in homogener Form, sowie deren physHogisch vertraglichen Salze, insbesondere solche 
S Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 55 Oder 75 kD (nichtreduzierande SDS - ?AQ ^ B ^ ,n 3 u ^ c n r' 
W Verfahren zur Isolierung solcher Proteinen Antikorper gegen seiche Proteine, DNA-Sequeruen. die KJr ji.ch Id sil- 
l's che Proteine sowie iQsliche Oder nichtlSslicho Fragrnente davon, die TNF binder, kodieren, wle solche die fur 
«- Proteine kodieren. die zum einen Teii aus einem loslichen Fragment das TNF bindet und zum anderen Te«l aus 
* alien Oomanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kens humaner tmmunglobuline bestehen 
O und die davon kedierten rekombinanten Proteine wie Verfahren zur deren Herstellung mitteis transformierter pro- 
wie eukaryotischor Wlrtszeiien. 
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TNF-BINDENDE PROTEINE 

Tumor Nekrosis Factor « (TNF«, auch Cachectin), auf Grund S3iner haemorragisch-nekrotisieranden 
Wirkung auf bestlmmte Tumoren entdeckt, und lymphotoxfn (TNFj3) sind zwel nahe verwandte Peptidfakto- 
ren [3] aus der Klasse der Lymphokine/Cytokine, die im folgenden boido als TNF be2eichnet werden (siehe 
Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF veriugt liber ein brsites zellulares Wirkungsspektrum. Beispielsweise 

5 besitzt TNF inhtbierende oder cytotoxische Wirkung auf sine Reihe von Turnorzelllinten [2,3], stimuliert die 
Proliferation von Fibrcblasten una die phagozytierende/cytotoxische Aktivitat von myeioischen Zeilen 
[4.5.6], induziart Adhasionsmolekule in Endothelzellen oder ubt eine inhibierenae Wirkung auf Endothel aus 
[7,8,9,10], inhibiert die Synthase von spezifischen Enzymen in Adipozyten [11] und induziert die Expression 
von Histokompatibilttatsantigenen [12]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden ubsr eine Induktion von 

jo anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte mit anderen Faktoren, wie beispielsweise Interferonen 
oder Interleukinen erzielt [13-16]. 

TNF ist bei einer Reihe von Pathoiogischen ZustSnden, beispielsweise Schockzustanden bei 
Meningococcen-Sepsis [17], bei der Entwicklung von Autoimmun-Glomerulonephritis bei Mausen [18] oder 
bei cerebraler Malaria bei Mausen [19] und beim Menschan [41] invoiviert. Ganz aligemein scheinen die 

is toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt zu sein [20]. Weiterhin kann TNF wie lnterleukin-1 
Fieber ausldsen [39]. Auf Grund der pleictropen funktionellen Eigenschaften von TNF kann man annehmen. 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einer ganzen Reihe weiterer pathologischer 
ZustSnde als Mediator von Immunantwort Entzundung oder anderen Prozessen beteiligt ist. 

Oiese biotogischen Effekte werden durch TNF Qber spezifische Rezeptoren vermittelt. wobei nach 

20 heutigem Wlssensstand sowohi TNFa wie TNFfl an die gleichen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zelitypen unterscheiden sich in der Anzahl von TNF-Rezsptoren [22.23.24]. Solche ganz allgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktiv markiertes 
TNF rachgewiesen [24-29], wobei die fol enaen scheinbaren Molekulargswichte der erhaltenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermitteit wurden: 95/100 kD und 75 kD [24], 95 kD und 75 kD [25], 138 kO, 90 kD, 75 kD und 

25 54 kD [26]. 100±5 kD [27], 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mitteis anti-TNF-Antikcrper- 
Immunoaffiritatschromatographie und praparativer SDS-Polyacrylamidgeielektrophorese (SDS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert v/erden [27]. Die reduktive Spaitung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAGE-Anaiyse ergab mehrere Banden, die allerdings nicht auf TNF-Bindeaktivitat 
getestet wurden. Da die spezifischsn Bedingungen, die zu der Spaitung des Komplexes verwendet werden 

30 mussen, zur Inaktivierung des Bindeproteins fCihrsn [31 1, ist letzteres auch nicht mogiich gewesen. Die 
Anreicherung von loslichen TNF-SP aus dem humenen Serum oder Urin mitteis lonenaustauscher- 
Chromatographie und Gslfiitration (Molekulergewichte im Bereich von 50 kD) wurde von Otssor et at. 
beschrieben [30], 

Brockhaus et al. [32] erhielten durch TNFo-Ligandenaffinitatschromatographie und HPLC aus Membran- 
35 extrakten von HL60-Zellen eine angereicherte TNF-BP-Praparation, die wiederum als Antigenpraparation zur 
Horstsllung von monoklonalen Antikorpern gogen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verwendung eines 
solchen immobilisierten Antikorpers (Immunaffinitatschromatographie). wurde mitteis TNFa-Ligandenaffini- 
tatschromatographio und HPLC von lootschor und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humanor Placenta 
eino angoreichorto Preparation von TNF-BP orhalton, die in der SDS-PAGE- Analyse oino starko broito 
40 Bando boi 35 kD, ©in© schwacho Bando bei etwa 40 kD und oino sohr echwacho Bande im Beroich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im ubrigen zeigte das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so erhaltenen Proteinbanden war jedoch im Hinblick auf die 
Heterogenic des verv/endeten Ausgangsmaterials (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Placenten) nicht klar. 

45 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind nichtldsliche Proteinen d.h. beispielsweise Membranprotei- 
ne bzw. scgenannte Rezeptoren, und Idstiche oder nichtldsliche Fragnente davon, die TNF binden (TNF- 
BP), in homogener Form, sowie deren Physio logisch vertragtiche Salze. Bevorzugt sind solche Proteine. die 
gemass SDS-PAGE unter nicht reduzierendan Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 
55 kD, 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 55 kD charakterisiert sind, insbesonders solche mit 
so etwa 55 kD und 75 kD, Weiterhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch wenigstens eine der folgenden 
Aminosaureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 
<IA) Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys^ 
X-Asn-Ser-lle 

(IB) Ser-Thr-Pro-Gtu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 

(HA) ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro^lu-Thr-Leu-ueu-Gly-Ser-Thr-Glu-Giu-Lys-Pro-Leu 
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(HE) iie-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 

(HF) Lsj-Cys-Ala-Pro 

(HQ) Val-Pro-His-Leu-Pro-A!a-Asp , ta .y.Ala-Pro wobei X fQr einen Aminosaurersst steht. der 

(1IH) Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-He-X Ala rro wao« 

nicht eindeUig besiimmt werden konnte. N . terrnina i s Teilsequenz charatrterisiert worden 

lm Stand der Technik sind berelts TNF-BP durch e ne N terrn m ^ ^ 

^ropaische Potcntanmeidung mit der Pub ike ^ F ™ ^ ^.eidet. lm ubrigen h»deR es 
erfindungsgemassen N "^ m fV * um aus dem Urin iaolierten 

sp - Geg . sta nd d. -r r=," tsar zsrsr 

TISF-BP. Diese verfahren ^^^EjZT"'- ° de ' Gewebeextraktes, Immunaffinitatschroma- 
gungsschritte r.acneinander ausfuhrt. Herste lung « ffinjtatschromatograph ie, hochauflosende Flussigkeits- 
tographie und/oder eln- Oder rn.hri.ehe ^^^^eK^pSoreae (SOS-PAGE). Die Kombina- 
chromatograpnie (HPLC) und pr.p«Jja ^^^7 R-«niOunQ«hri«. « «r den Erfolg des 
tion der aus dem Stana der T ^.^ k ^ n J 26me Scnritte im Rahmen der zu MSsenden Aufgabe 
e,findungsgcmasser. Verfahrens esse nheiK w*9« e n» 9>ne di9 Anreicherung VO n TNF- 

mocifiziert und verbesse.t wurden. So wu * 9 J^f^ 

3P aus humaner Placenta [31] ^T^SdTdass e^asA-Sepharose 4B-Vorsaule ve^endet wu, 
nitatscnromatographie-Schritt ^^^^J^^^ in Reihe mit der immunafW- 
de. Diese Vorsaule wurde zum Auftrag des Ze <>™ ™ ft des Extrakt96 wurd en d.e be.den 

sa^le uno gefolgt von der ligandena» TN F-3P-aktiven Fraktionen worden 

zuletztgenannten SSulen abge koppe* jede ,u l^ f U ^ r< ndungswe8e n»lich fur die Durchfuhrung des 

Umkehrphasen-HPLC-SchriUes ,st AeVaj** d ng a. es Oe 9 ^ sa(jgerze||en auS d e , 

Ferrer ist auch ein technisches Verfahren zum Erzelen '™ e so)ches Verfahren 29 ichnet 
TNF-BP isoiiert werden konnen. 

sich daourch aus, dass ein Medium, welches lu die speaiwcnen beS chriebenen 

* » r s i a ™ 22. «. .a— » ^ l ^ 

2 en zu verstehen, die fur nichtlosliche Proteme oder Idal "J2w |hlbar sinCl; 

. "TaSEss! ssssrr - — — . «~ 

^ 5 kocieren. Prfi nHuna nicht nur allelische Varianten. sondern auch solche 

Das heisst. dass von der vorllegenden ^'^^g^tjonen un d Addltlonen von einem odor 
ONA-Sequenzen umfasst sind, die sich dutch MMA Sub ^ n °° e b8n , v/obei ,3 sic h bei den davon 
.ehreren Nukieotiden der in Figur ^^S^^SS^. • slct1 M «™ ^ °* M 
.odierten Proteinen nach w,e vor um 7 N ^£f J hriebe n. 

argibt, ist beispielsweise in Science 2g .1019 JO 23 '^ (ches Proteiri rni , ain em sche.nbaren 

Bavorzugt sind einmal solche D^A-Sequenzea we toha .a am so darg9Stellte sequenz besonders 
Molekulargewicht von ot*a 55 k ° "^jf Ji"J^ ?SjIifiiB von solchen Proteinen kodleren. 

bevcrzugt ist. wie Sequenzen. die Wr ^*^ to ^i?« Protein-Fragment kodiert, reicht von 
Bne DNA-Sequenz. die beisp.elsv.eise xur em ^^™° n ; DNA . S equenzen. die tiir losliche Prote,n- 
Mukleotid -185 0i3 1122 der in Abb.ldung £2^!^. lM 2i 633 bzw. von Nukleotid -14 b.s 
Fragmente kodiercn. sind beispieiswe.se solche d-e ««^J«fl » otMvimt . die fOr em 
633 der in Abbildung 1 gazeigten Sequenz rmOm^ B £^*J , J darge8t „te Partieile cDNA-Sequenzen 
Protein von etwa 75/85 kD kodieren, wobe. solche. d. d.e in Figur g 
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enthalten. oevorzugt sind. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen sind in diesem Fall die Scquenzen des 
cffenen Leserasters von Nuklaotld 2 bis M77. Die Peptide IIA, IIC. HE. IIF. IIG und IIH weraon von der 
partieilsn cDNA-Sequenz in Figur 4 kodiert, wobei die geringffjgigen Abweichungen d r oxperirrentell 
bestimmtcn Aminosauresequenzan von der von der cDNA abgeleiteten Sequenz mit hochster Wahrschein- 

s lichkeit auf der genngeren Aufidsung der Gasphasen-Sequenzierung beruhen. Bevorzugt sind auch DNA- 
Sequenzen, die fur n.chtlosliche wie ISsliche Fragment* von TNF-blndenden Proteinen mit einem scheinba- 
ren Mclekulargewicht von 7S kom kO kodieren. DNA-Sequenzen fur seiche Idsllchen Fragments konnen 
auf Grund der Hydrophilieprofile der von den fUr solohe nichtlSslichen TNF-BP koolerenden Nukleinsaure- 
secuenzen aogeleiteten Aminosauresequenzen bestimmt worden. 

w Die Erfindung betrifft weiterliin DNA-Sequenzen, die eine KombinaBon aus zwei Teil-ONA-Sequenzen 
umfassen, wobel die eine Teilsequenz far solche loslichen Fragments von nlchtlOslichen Prctsinen die TNF 
bmden kodiert (s.o.) und die andere Teii-Seqcenz, fur aile Oomanan ausser der ersten Oomane cer 
konstanten Region der schweren Kette von humanen Immunglobulinen, wie IgG, igA. IgM bzw IgE kodiert 
Die vorliegende Erfindung betrifft natiirllch auch die von solchen DNA-Sequenzen kodierten r'ekombin- 

/s anten Proteine. Selbstverstandlich sind dabei auch solche Proteine umfasst. in deren Aminosauresequen- 
zen, beisp.elsweise mittels gezielter Mutaggnese, Aminosauren so ausgetauscht worden sind, dass dadurch 
die Akbvitat der TNF-BP Oder deren Fragmente, namlich die Bindung ven TNF oder ale Wechselwirkung 
mit anderen, an der Signalubertragung beteiligten Membrankomponenten. in einer gewunschten Art veran- 
dert odsr erhalten wuraen. Amlnosaureaustausche in Proteinen und Peotiden, die im allgemeinen die 

» Aktivnat solcher Molekiile nicht verSndern, sind im Stand der Tachnik bekannt und beispielsweise von H 
Neurath und R.L. Hill in "The Proteins' (Academic Press, New York. 1979, siehe besonders Figur 6 Ssite 
14) beschneben. Die am haufigsten vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser Val/lle Asp/Glu Thr'Ser 
AlaGly. Ala/Thr, Ser/Asn, Ala-Val. Ser/Gly, Tyr/Phe. Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lte, Leu/Val' Ala/GIu' 
Asp/Gly. scwie solche in umgekehrter Waise. Die vorliegende Erfindung betrifft femer Vektoren die 

25 erfmdungsgemasse DNA-Sequenzen enthalten und zur Transformation von geeigneLen pro- wie eukaryotl- 
schen Wlrtseystemen geeignet sind. wobel solche Vektoren bevorzugt sind, deren Verwendung zur 
Expression der von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodierten Proteine fuhrt. Schliesslich betrifft 
die vorliegende Erfindung auch noch mit solchen Vektoren transformicrte Pro- wie eukaryotische Wirtssy- 
steme. wie Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemassen rekombinanten Verbindungan durcn Kultivie- 

30 rung solcher Wlrtssystems und anachiiessende Isolierung dieser Verbindungan aus den Wirtssystemen 
selbst oder deren KulturUberstanden. 

Gegenstand der voriiegendon Erfindung sind auch pharmazeutische Praparate, die wenigstens eines 
dieser TNF-BP oder Fragmente davon. gewGnschtenfalls in Verbindung mit weiteren pharmazeutisch 
wirksamen Substanzen und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutisch vortraglichen Tra'germaterlallen 

35 enthalten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft schliesslich die Verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Herstel- 
lung pharmazeulischer Praparate bzw. andererseits zur Behandlung von Krankheiten. bevorzugt solchen in 
deren Veriauf TNF involviert ist. 

Ausgangsmaterial fur die erfindungsgemassen TNF-BP sind ganz allgemein Zellen. die solche TNF-BP 
40 m membrangebundener Form enthalten und die dem Fachmann ohne BeschrSnkungen allgemein zugang- 
l.ch-sind. wie beispielsweise HL60- [ATCC Nr. CCL 240L U 937- [ATCC Nr. CRL 1593] SW 480- [ATCC Nr 
CCL 228] und HEp2-Zellen [ATCC Nr. CCL 23]. Diese Zellen konnen nach bekannten Methoden des 
Standes der Technik [40] oder zum Erzielen hoher Zelldichten nach dem bereits allgemein und im Detail fur 
HL60-Zellen in Beispiel 2 baschriebenen Verfahren kultiviert warden. TNF-BP konnon dann nach bekannten 
<s Mothoden dss Standes der Technik mittels geeigneter Detergenzien. beispielsweise Triton X-114 1-0-n- 
Octyl-/J-D-glucopyrarrosid <Octylgluccsid), oder 3-[(3-Cholylamidopropyl)-dlmethylammonlo]-1-propan sulfo- 
nat (CHAPS), im besonderen mittels Triton X-100. aus den aus dem Medium abzantrifugierten und 
gewaschenen Zellen extrahiert warden. Zum Nachweie solcher TNF-BP kdnnen die Ublicherweise verwen- 
deten Nechweismetnoden fUr TNF-8P, beispielsweise eine PolyMthylenglykol-induzierte Fallung des '*|. 
so TNF/TNF-BP-Komplexes [27]. im besonderen Filterbindungstests mit radloaktiv marklertem TNF gemSss 
Beispiel 1, verv/sndet werden. Zur Gewinnung dor erfindungsgemissen TNF-BP konnen die genercll zur 
Remigung von Proteinen. insbesondere von Membranproteinen. verwendeten Methoden des Standes der 
Technik. wie beispielsweise lonenaustausch-Chromatographie. Gelfiltration. Affinltatschromatographie. HPLC 
und SDS-PAGE verwendet werden. Besonders bevorzugte Methoden zur Herstellung erfindungsgemasser 
TNF-BP smd Affinitatschromatographie, insbesondere mit TNF-« als an die Festphase gebundenen Ligan- 
d n und Immunaffinitatschromatographie. HPLC und SDS-PAGE. Die Elution von mittels SDS-PAGE 
aufgetrennten TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie erfolgen, beispielsweise 
mcttele Elektroelution nach Hunkapiller et al. [34], wob i nach h utigem Stand des Wissens die dort 
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angegeber.en Elektro-Dialysezeiten generoll zu verdoppeln sind. Danach noch verbleibende Spuren von 
SDS konnen dann gemass Bosserhoff et al. [50] sntfernt warden. 

Die so gereinigten TNF-BP konnen mittels der im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Pepiidchemie. wis beispielsweise N-iermir.ale Aminosauresecuenzi9rung Oder enzymatische wie ch9mische 
5 Pep:idspaltung charakterisiert weraen. Duron enzymatische cder cnemischo Spaltung erhaltene Fragmente 
konnen nach gangigen Methoden. wie beispielsweise HPLC, aufgetrennt und selbst wiecer N-terminal 
sequencer! werden. Solche Fragmente. die selbst noch TNF binden, konnen mittels der obengenannten 
Nachweismeihocen fur TNF-BP identifiziert warden und sind ebenfalis Gegenstand der voriiegenden 
Erfindung. 

jo Ausgehend von der so erhaltlichen Aminosauresequenzinformation Oder den in Rgur 1 wie Figur 4 
dargestellten DMA- wie Aminosauresequenzen konnen onter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Oligcnukleotide hergesteiit werden [51]. 
Mittels dieser konnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbiologie [42.43] cDNA- Oder 
genomische DNA-Barken nach Klonen. die fur TNF-BP kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, 
15 abgesucht werden. Ausserdem kSnnen mittels dor Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [49] cDNA-Fragmente 
kiqniert werden. indem von zwei auseinandcrliegenden, reiativ kurzen Abschnitten der Amlnosauresequenz 
unter Beachtung des genetischen Cocos vollstandig degenerierte und in Ihrer Komplementarltat gee.gnete 
Oligonucleotide als "Primer" eingesetzt werden. woaurch das zwischen dlesen beiden Sequenzen liegende 
Fragment amplifiziert und identifiziert warden kann. Die Bestimmung der Nukleotldsequenz eines derartigen 
23 Fragmentes ermbglicht eine unabhangige Bestimmung der Aminosaure-Sequenz des Proteinfragments, fur 
das es kodiert Die mittels der PCR erhaltlichen cDNA-Fragmente kSnnen ebenfalls. wie bereits lur die 
Oligonukleotide selbst beschrieben. nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von for TNF-BP kodierende 
Nukleinsauresequenzen enthaltendcn Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden. 
Solche Nukleinsauresequenzen konnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 
95 der so bestimmten wie der fUr besOmmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen konnen solche 
Teilsequenzen. die fur losiiche TNF-BP-Fragmente kodieren, besUmmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Gesamtsequehz hcrausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamtc Scquenz Oder solche Teilsequenzen kSnnen dann mittels bekannter Methoden in «m Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielfaltigung wie Expression in Prokaryoten integriert 
30 werden [421 Geeignete Prokaryotische Wirtsorganlsmen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien. wie beispielsweise E. coli Stamme. wie E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W31 10 fATCC Nr. 27 325] Oder B. subtilis Stamme dar. 

Weiterhin konnen erfindungsgemasse Nukleinsauresequenzen. die fur TNF-BP sowie fur TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaryobschen Wirtszellen. 
35 wie beispielsweise Hefe. Insekten- und SSugerzellen, mittels bekannter Methoden integnert werden. 
Expression solcher Sequenzen erfolgt bevorzugt in Sauger- wie Insektenzellen. 

Ein typischer Expressionsvektor fur Saugerzellen enthalt ein effizientes Promotorelement, urn e.ne gute 
Transkriptionsrate zu erzielen. die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signale fur eine effiziente Termina- 
tion und Polyadenylierung des Transkripts. Weitere Elemente, die verwendet werden konnen. sind 
« "Enhancer", welche zu nochmals verstarkter TranskripUon fuhren und Sequenzen. weiche z.B. eine langere 
Halbwertszeit der mRNA bewirken kSnnen. Zur Expression von Nukleinsauresequenzen. denen das endo- 
gene Kir ein Signalpeptid kodierende Sequenzstiick fthlt. kSnnen Vektoren verwendet werden. die solche 
geeignete Sequenzen. die fOr Slgnalpeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren, enthalten. Siehe 
beispielsweise der von Cullen. 3.R. in Cell 48 . 973-982 (1986) beschriebene Vektor pLJ268 oder auch be. 
<s Sharma. S. et al. in "Current Communications in Molecular Biology", edt. by Getting. M.J., Cold Sonng 
Harbor Lab. (1985), Seiten 73-78. 

Die moisten Vektoren, die fOr eine transiente Expression einer bestimmten DNA-Sequcnz in Saugerzel- 
len verwendet werden. enthalten den Replikationsursprung dea SV40 Virus. In Zcllen, die das T-Antigen dee 
Virus exprlmieren. (z.B. COS-Zellen). werden diese Vektoren stark vermehrt. Ene vorObergehende Expres- 
so sion ist aber nicht auf COS-Zellen beschrankt. Im Prinzip kann jede transfektierbare Saugerzellllnie hierftir 
verwendet werden. Signale, die eine starke Transkription bewirken kSnnen, sind z.B. die frtlhen una spaten 
Promotoren von SV40. der Promoter and Enhancer des "major immediate-early" Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats") von Retroviren, wie beispielswe.se RSV, 
HIV und MMTV. Es kfinnen aber auch Signale von zellulSren Genen. wie z.B. die Promotoren des Aktin- 
55 und Collag nase-Gens, verwendet werden. 

Allernativ konnen aber auch stabile Zelllinien. die die spezifische DNA-Sequenz im Genom 
(Chromosom) integriert haben. erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen rmt e.nem 
seiektierbaren Marker, z.B. Neomycin. Hygromycln. Dlhydrofolat-Reduktase (dhfr) od r Hypoxanthin- 
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Guanin-Phosphoribosyltrangferase (hgpt) kotransfektiert Die atabil ins Chromosom eingebaute DNA-Se- 
quenz kann auch noch 3tark vermehrt warden. Ein geeigneter Selektionsmarker hierfur ist beispieisweise 
die Dihydrofolat-Reduktase (dhfr). Saugerzellen (z.B. CHO-Zellen), weiche kein intaktes dhfr-Gan entbaJten. 
wercen hierbei nach srfoigter Transfektion mlt steigenden Mengen von Methotrexat inkubiert. Auf diese 
5 Weise kcnnen Zelilinien erhalten warden, weiche mehr als tausend Kopien car gewGnschten DNA-Sequenz 
enthalten. 

Saugerzellen, weiche fur die Expression verwendet werden konnen, sind z.B. Zellen der menschlichen 
Zeillinten Hela [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 1573], sowie 3T3- [ATCC CCL 163] und L- Zellen, z.B. 
[ATCC CCL 149], {CHO)-Zetlen [ATCC CCL 61], BHK [ATCC CCL 10]-Zellen sowie die CV 1 [ATCC CCL 

10 70]- und dio COS-Zclllinicn (ATCC CRL 1650. CRL 1651]. 

Geeignete Expressionsvektoren umfassen beispieisweise Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 109], 
pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL [Pharmacia, Uppsala, Sweden], pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia, Uppsala. Sweden]. Besonder bevorzugte Vektoren sind die in Beispief 9 verwendeten Vektoren 
"pKlQ" und n pN123". Diese konnen aus den mit ihnen transformierten E. coli-Stsmmen HBl01(pKl9) und 

j 5 HB10UpN123) nach bekannten Msthoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamm© wurden am 26. Januar 
1990 bei der Dcirtschen Sammlung von Mikroorganismen und Zatlkuituren GmbH (DSM) in Braunschweig, 
BRD untcr DSM 5761 fur HB101(pK19) und DMS 5764 fur HB101(pN123) hinterlegt. Zur Expression der 
Proteine, die aus ainem Idslichan Fragment von nichtloslichen TNF-BP und einem Immunglooulinanteil, d.h. 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette, bestehen, eignen sich 

20 besonders pSV2 abgeleitete Vektoren wie beispieisweise von German, C. in "DNA Cloning" [Vol. II-. edt von 
Glover. D.M., IRL Press, Oxford, 1985] beschrteoen. Besonders bevorzugte Vektoren sind die bei der 
D6utschen Sammlung von Mikroorganismen una Zellkutturen GmbH (OSM) in Braunschweig, BRD hinter- 
iegten und in der Europaischen Patentanmeldung Nr. 90107393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315), pCD4-H 7 l (DSM 5314) und pCD4-H 7 3 (DSM 5523). Besagte Europalsche Patentschrift wie die 

25 in Beispiel 11 angegebenen aquivalenten Anmeldungen enthalten auch Angaben bezuglich der weiteren 
Verwendung dies6r Vektoren zur Expression von chimaren Proteinen (siehe auch Beispiel 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fur die Expression von solchen chimaren Proteinen mit anderen Irnmunglobutin- 
anteiten. 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hangt vom gewShlten Expressions- und 

30 Vektcrsystem ab. Eine U9bersicht Uber diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et at.. "DNA Transfer- 
mation of Mammalian Cells" in "Methods in Molecular Biology" [Nucleic Acids Vol. 2, 1984, Walker, J.M., 
ed, Humana, Clifton, New Jersey]. Weitere Methoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 

* Transformation of Mammalian Cells by Plasmid DMA'*, Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752, 1987] und 
bei Feigner [Feigner et al., "Lipofectin: A highly efficient, iipid-mediated DNA-transfection procedure", Proc. 

35 Nat Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417, 1987]. 

Zur Expression in Insektenzeilen kann das Baculovirus- Expressions-System, welches schon fur die 
Expression einer Reihe von Proteinen erfolgreich etngesetzt worden ist (fur eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers. Bio/Technology 6 , 47-55, 1988). verwandet werden. Rekombinante Proteine konnen 
authentisch oder als Fusicnsproteine hergestellt werden. Die so hergestellten Proteine konnen auch 

40 modifiziert wie beispieisweise glykosyliert (Smith et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82 , 8404-8408, 1987) 
sein. Fur die Herstellung eines rekombinanten Bacuiovirus, der das gewUnschte Protein exprimiert, 
verwendet man einen sogenannten M Transfervektor , \ Hierunter versteht man ein Plasmid, welches die 
heterologe DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken Promoters. z.B. dem des Polyhedringens, 
enthalt, wobei diese auf beiden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist. Besonders bevorzugte Vektoren 

45 sind die in Beispiel 10 verwendeten Vektoren "pN113\ "pNH9" und n pN124". Diese konnen aus den mit 
ihnen transformierten E. coli-Stammen HB101(pN1l3). HB101(pN119) und HB101( P N124) nach bekannten 
Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stamme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig. BRD. unter DSM 5762 fur 
HB101(pN1l3). DSM 5763 fUr HB101(pN119) und DSM 5765 FOr HB101(pN124) hinterlegt Der Transfarvek- 

so tor wird dann zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovirus in die lnsektenzetlen transfektiert. Die in den 
Zellen durch homologe Rekombination entstehenden rekombinanten Viren konnen dann nach bekannten 
Methoden identifiziert und isoliert werden. Eine Uebersicht uber das Baculovirus-Expressionssystem und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Luckow und Summers [52]. 

Exprirnierte TNF-BP wie ihre nichtldsllchen Oder loslichen Fragmente konnen dann nach im Stand der 

55 Technik bekannten Methoden der Proteinchernie. wi beispieisweise den bereits auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Vertahrens aus der Zellmasse Oder dsn KulturOberstfinden gereinigt werden. 

Die erfindungsgema'ss erhaltenen TNF-BP konnen auch als Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen AntikOrpern nach bekannten Methoden der Technik [44.45] Oder gemass dem in Beispiel 3 
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oeschriebenen Verfahren verwendet warden. Solche Antikorper, insbesondere monoklor.ale Antikorper 
gegen die 75 kD-TNF-BP-Spe^ies. sind ebenfalls Gegensrand der vcrliegenden Erfindung. Solche gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete Antikorper kcnnen durch dem Fachmann geiaufige Modirikationen des in den 
Beispielsn 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur Isolierung von TNF-BP eingesetzt werden. 

s Auf Gnjnd der hohen Sindungsarfimtat erfindungsgemasser TNF-BP fur TNF <Kd-Werte in den Gros- 
sencrdnungen von 10~ 9 - 1- 10 M) konnen diese oder Fragments davon als Diagnostika zum Nachweis von 
TNF in Serum cder anderen Korperfliissigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Methoden. 
beisptelsweise in Festphasenbindungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikorpern in sogenannten 
n Sandwich "-Tests, eingesetzt werden, 

to Im Ubrlgen konnen erfindungsgema'sae TNF-BP einerse'rts zur Reinigung von TNF und andererseits 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand car Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemassen TNF-BP sowie deren physiologisch vertragliche Satee, die nach im Stand der 
Technik bekannten Methcden hergestellt werden konnen. konnen auch zur Herstellung von pharmazcutt- 

75 schen Praparaten, vor allem soichen zur Behandlung von Krankheiten. bei deren Verlauf TNF involviert ist. 
verwendet werden. Da2u kann eine oder mehrere der genarmten Verbindungen, falls wunschenswert bzw. 
erforderlich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch aktiven Subslanzen. mit den ublichcrweise verwen- 
deten festen oder flussigen Tragermaterialien in bekannter Weise verarbertet werden. Die Dosierung solcher 
Praparate kann unter Berucksichtigung der ublichen Kriterien in Analogie zu bereits verwendeten Prapara- 

20 ten ahnlicher Aktivitat und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschneben wordcn ist, sollen die folgenden Beisplele 
Einzelheiten der Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschr^nkt 
wird. 



25 



Beispial i 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einem Filtertest mit humanem radio-jodiertem 12S I-TNF nachgewiesen. TNF 
(46 47) wurde mit Na 123 I (IMS40, Amersham, Amersham, England) und lodo-Gen (#28600, Pierce 
"urochemie Oud-Beijerland, Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv maidert Zum Nachweis 
der TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zellen oder ihre solubilisierten, angereicherten und geremg- 
*©n Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 n, BioRad, Richmond, California, USA) aufgetra- 
gen Die Filter wurden dann in Puffertosung mit 1% entfettetem Miichpulver blockiert und anschliessend mit 
5 . 10 S C pm/ m | '25|.TNFa (0.3-1.0H0 8 cpm/ug) in zwei Ans3tzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht- 
markiertern TNFa inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet Die gebundene Radioaktivltat wurde autoradio- 
graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in einem ^-Counter gszahlt. Die spez.f.sche ■ 
Bindung wurde nach Korrektur (Or unspezlflsche Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem TNF-« <m 
Ueoerschuss ermittelt Die speziflsche TNF-Bindung im Filtertest wurde bei verschiedenen TNF^onzentra- 
tionen gemessen und nach Scatchard anaiysiert [33], wobei ein K d -Wert von -1Q-M0-«>M ermittelt wurde. 

Belspiei 2 



35 



40 



so ZeHextrakte von HL-60-ZeMen 

HL60 Zeilan [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimentellem Labormasstab in einem RPMI 1640- 
Medium [GIBCO-Katalog Nr. 074-01800], das noch 2 g/l NaHCOs und 5% fStates Kalberserum enthielt. in 
einer 5% C0 2 -Atmosphare kultiviert und anschliessend zentrifuQiert. 
55 Zum Erzielen hoh r Zelldichten in technischem Masstab wurde folgendermassen verfahren. Dig 
Zuchtung wurde in einem 75 i Airiiftfermenter (Fa. Chemap. Schweiz) mit 58 I Arbeitsvolumen durchgofUhrt. 
HlerfOr wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK" (Millipore. Schweiz) mit einer Membranflache 
von 0 32 m* (1 Kassette) in den ausseren Zirkulationskreislauf Integrtert. Das Kulturmedlum (siehe Tabelie 
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1) wurde nit eirer Watson-Marlow Pumpen TYP -303U, mit 5 l/min. umgepumpt. Nach einer Dampfsteriliss- 
tion der Aniagen wbei das "PROSTAK" System im Autcklaven separat steriltsiert wurde, wurde die 
Fermentation mit v/achsenden HL-60 Zellen aua einem 20 I Airliftfermenter (Chemap) gestartet. Die 
Zoilziichtung im Impffermenter erfclgte im konvenricnellen Batchverfahren in dem Medium gemass Tabelle 

5 1 und einem Startzelltiter von 2x1 0 £ Zellon/ml. Nach 4 Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 
4,9x1 0* Zellen/mi in den 75 I Fermenter uberfuhrt Der pH-Wert wurce bei 7,1 und der pO* Wert bei 25% 
Sattigung gehalten, wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikropcrose Fritte erfolgte. Nach anfanglicher 
Baichfe:ment3t':on wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem Zelltiter von 4x1 0 6 Zellen/ml mit 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der Filtratseite der Membran wurde das kcnditionierte Mecbm 

io. abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt. Das Zulaufmedium wurde wie folgt 
verstarkt Primatone von 0,25% auf 0.35%, Glutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/l auf 6 g/l. 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 1 Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medium/Tag 
erhoht. Nach 120 Stunden der kantinuierlichen ZGchtung wurde die Fermentation beendat. Unter den 
gegebenen Fermentationsbedingungen erfolgte exponentielles Zellwachstum bis 40x1 0 6 Zellen/ml. Die 

is Verdopplungszeit der Zellpopulation betrug bis 10x10 s Zellen/ml 20-22 Stunden und stieg dann mit 
zunehmender Zellcichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der lebondcn Zolien lag wahrend der gesamten 
Fermentationszeit bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurce dann im Fermenter auf ca. 12* C heruntergekuhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation <Beckmar>Z9ntrifuge [Modell J-6B, Rotor JSJ, 3000 rpm. 10 min.. 4*C) 
geerntet. 

20 

Tabelle 1 



25 



HL-60 Medium 

Komponenten Konzentrat lonen 
ma/1 



CaCl 2 (wasserfrei) 112.644 

co Ca(N0 3 ) 2 «4H 2 0 20 

CuSO •5K-0 0.498»10 
4 2 

Fe (NO. ) • 9H_0 0,02 
3 3 2 

FeSO »7H O 0,1663 
35 4 2 

KC1 336.72 

KN0 3 0.0309 

MgCL 2 (wasserfrei) 11.444 



-3 



45 



50 



55 
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MgSO^ (wasserf r ei ) 
Nad 

Na ^HPO M (vassecfcei) 
2 4 

NaH PO, -H^O 
2 4 2 

Na 2 Se0 3 »5H 2 0 

ZnSO «7H O 
4 2 

D-Glucose 

Glutathioa (red.) 

Hapas-Puf far 

Hypoxantnin 

Linolsaure 

Liponslure 

Phenoirot 

Putrescin 2HC1 

Na-Pyruvat 

Thymidin 

Biotin 

D-Ca-Pantothenat 

cholinctilorid 

Folsiure 

i-Inositol 

Niaetnamid 

Nicotinamid 

paca-Aminobenzoesaure 

Pycidoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

Riboflavin 

Thiamin HC1 

vitamin B 12 

L-Alanin 

L-Asparaginsauce 
L-Asparagin H 2 0 
L-Arginin 
L-Arginin HCl 
L-Aspartat 



68. 37 
5801. 8 
188.408 
75 
9.6*10" 
0.1726 

4000 
0,2 

2383,2 
0. 954 
0,0168 
0.042 
10,24 

0,0322 
88 
0,146 
0.04666 
2,546 
5.792 
2.86 
11,32 
2.6 

0,0074 
0,2 

2. 4124 
0.2 

0.2876 
2.668 
0. 2782 

11,78 
10 

14,362 
40 

92, 6 
33, 32 
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L-Cystin 2HC1 


62.04 


5 


L-Cystein HC1«H 2 0 


7,024 




L-Glutaminsaure 


36,94 




L-Glutamin 


730 


10 


L-Glycin 


21.5 




L-Histidin 


3 




L-Histidtn HC1»H 2 0 


27,392 


15 


L-Hydroxypyrolin 


4 




L-Isoleucin 


73,788 




L-Leucin 


75,62 




L-Lysin HC1 


102.9 


20 


L-Mettiionin 


21, 896 




L-Phenylalanin 


43, 592 




L-Prolin 


26,9 


2S 


L-Secin 


31.3 




L-Threonin 


53 




L-Tryptophan 


11,008 


30 


L-Tyrosin*2Na 


69.76 




L-Valin 


62.74 



35 



40 



45 



Penicillin/Streptomycin 100 U/ml 

Insulin (human) 5 ug / m i 

Tranferrin (human) 15 ^g/ml 

Rinderserumalbumin 67 ug/ml 
Priraatone RL (Sheffield Products, 

Norwich NY, USA) 0,25% 
Pluronic F68 

(Serva, Heidelberg, BRD) 0,01% 

Fotales Kaiberserura 0,3-3% 



Das Zentrifugat wurde mit isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0,2 g/i KCI. 0,2 g/l KH2PO4, 8.0 g/l Nad, 2.16 
60 g-l Na2HPO* 9 7H 2 0), der mit 5% Dimethylformamid, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, 10 uM 
Lsupeptin, 1 aM Pepstatin, 1 mM o-Phenanthrofin, 5 mM Jodacetamid, 1 mM Phenylmethylsulfonylrluorid 
v rsstzt war (im folgenden als PBS-M bezeichnet), gewaschen. Oie gewaschenen Zellen wurden bei einer 
Dichte von 2V10 8 Zellen/ml in PBS-M mit Triton X-100 (Endkonzentration 1,0%) extrahiert Der Zellextrakt 
wurde durch Zentrifugation geklart (15 000 x g p 1 Stund ; 100 000 x g, 1 Stunde). 

55 

Beispiel 3 



10 



EP 0 417 563 A2 



Pufferlosungen gewaschen: (1) PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; (2) PBS, 
0.1% Triton X-100. 0.5M NaCI. 10 mM ATP, 10 mM Benzamidin. 100 E'mi Aprotinin; und (3) PBS, 0,1% 
Triton X-100, 10 rr.M Benzamidin, 100 Eml Aprotinin. Sowonl die Irnmun- als auch dio TNFa-Ligana- 
Affinitatssaule wurden dann mit 100 mM Giycin pH 2.5, 100 mM Nad, 0,2% Decylmaltoside, 10 mM 

5 Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin jece fur sich eluiert Die im Fiitertest gemass Beispiel 1 aktiven Fraktionen 
jeder Saule wurden danach jsw9ils vereint und mit 1M Tris p'H 8,0 neutralisiert. 

Die so vereinten TNF-3P-aktiven Fraktionen der Immun-Affinitatschromatographie einerseits und der 
TNFa-Ligard-Affinitatschromatograpnie andererseits v/urden zur weiteren Reinigung nochmals auf je eine 
kl9ine TNFcr-Ligand-Affinitatssaule aufgetragen. Danach wurden diese beiden Saulen mit je 40 ml von (1) 

w PBS, 1,0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (2) PBS, 0,1% Triton X-100, 0.5M NaCI, 
10 mM ATP, 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (3) PBS, 0,1% Triton X-100, (4) 50 mM Tris PH 7.5. 
150 mM NaCI, 1,0% NP-40, 1.0% Desoxycholat, 0.1% SDS, (5) PBS, 0,2% Decylmaltostd gewaschen. 
Anschiiessend wurden die Saulen mit 100 mM Giycin pH 2.5, 100 mM NaCI. 0,2% Decylmairosid eluiert. 
Fraktionen von 0,5 ml von jeder Saule wurden fOr sich gesammelt und die gemass Rltertest (Beispiel i) 

is aktiven Fraktionen von jeder Saule jaweiis fJr sich vereint und in einer Centricon-Einheit (Amtcon, 
Molekulargewichts-Ausschluss 10'0Q0) aufkonzentriert. 



Beispiel 5 

20 



Auftrennung mittels HPLC 

25 Die gemass Beispiel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen wurden gemass ihrer unterschiedlichen Herkunft 
(Irnmun- bzw. Ugand-Affinitatschromatographie) jeweils fOr sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-Saulen 
(ProRPC, Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% Trifluoressigsaure, 0,1% Octylglucosid equilibrtert worden 
waren, aufgetragen. Die Saulen wurden darn mit einem linearen Acetonitril-Gradienten (0-80%) im gleichen 
Puffer bei einem Fluss von 0.5 ml/'mln eluiert. Fraktionen von 1,0 mi wurden von jeder Sauie gesammelt 

30 und die aktiven Fraktionen von jeder Saule fur sich vereint (Nachweis gemass Beispiel 1). 



Beispiel 6 

35 

Auftrennung mrttels SOS-PAGE 

Die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Rltertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
40 SDS-PAGE gemass [34] weiter aufgetrennt. Da2u wurden die Proben in SDS-Probenpffer wahrend 3 
Minuten auf 95 *C erhitzt und anschiiessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgei elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: Phosphorylase B (97,4 kD), BSA 
(66,2 kD), Ovalbumin (427 kD), Carboanhydrase (31,0 kD), Soya Trypsin-lnhibitor (21,5 kD) und Lysozym 
4s (14,4 kD). 

Unter den genannten Bedrngungen wurden fOr Proben, die gemass Beispiel 4 durch TNF-a-Ligandenaf- 
finitatschromatographie von immunaffinitatschromatographieeluaten erhalten und durch HPLC gemass Bei- 
spiel 5 weiter aufgetrennt worden waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schwachere Barden 
von 38 kD. 36 kD und 34 kD erhatten. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad. 

so Richmond. California, USA) elektrophoretisch wahrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris, 192 mM Giycin, 
20% Methanol auf eine PVDF-Membran (Immobilon. Millipore. Bedford. Mass. USA) transferiert. Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0.1 S% Serva-Blau (Serva. Heidelberg, BRD) in 
Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumenteile) auf Protein gefarbt oder mit entfettetem Milchoulver 
blockiert und anschiiessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-Aktivitat mit ,25 f-TNFa gemSss den in 

53 Beispiel 1 beschriebenen Filtertestbedingungen inkubiert. Dabei zeiote sich. dass a lie in der Proteinfarbung 
zur Darstetlung gelangten Banden speziflsch TNFa banden. Alio dlese Banden banden Im Western Blot 
nach Towbin et al. [38] auch den gemass Beispiel 3 hergestellten monoklonalen Anti-55kD-TNF-BP- 
Antikdrper. Dabei wurde ein g mass dem In Beispi I 1 beschrieb nen Verfahren mit Na' ,2S ! radioaktiv 
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Herstellung von monoklonalen (TN F* B P)- Anti ko rpem 

Eir [jennass Beispiel 2 erhaltener Zentrifugationsuberstand aus Xuitiviorung von HL60-Zellen im 
experimented Labor rr.asstab wurde im Verhaknis 1:10 mit PBS verdiinnt. Der verdunnte Ueberstand 

s wurde bet 4*C auf sine Saute aufgetragen (Flussrate: 0,2 ml/min.), die 2 .Til Affigel 10 enthiett (Bio Had 
Katalog Nr. 153-5099), an das 20 mg rekombrnantes humanes TNF-a [Pennica, D. et al. (1984) Nature 312 , 
724; Shirai, T. et al. (1985) Nature 313 , 803; Wang, A.M. et al. (1985) Science 228 , 149) gemass den 
Empfehlungen des Herstellers gekoppelt wordsn war, Die Saule wurde bei 4*C uncT einer Qurchfiussrate 
von 1 m I'm in zuerst mit 20 ml PBS, das 0,1% Triton X 114 enthislt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 

to So angereichertes TNF-BP wurde bei 22* C und einer Flussrat© von 2 mt/min mit 4 ml 100 mM Glycin, pH 
2.8, 0,1% Decylmaltosid eluiert. Oas Eluat wurde in einer Centricon 30 Einheit [Amicon] auf 10 al 
konzentriert. 

10 ul dieses Eluates wurden mft 20 ul vollstandigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemischt. Je 10 ut der Emulsion wurden gemass dem von Holmdahl, R. et al. [(1985), J. Immunol. Methods 
is 33 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0, 7 und 12 in cine hintere Fusspfote einer narkotrsierten 
Ealb/c-Maus injiziert- 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getdtet, der popliteale Lymphknoten herausgenommen, 
zerkleinert und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200). das 2 g/l NaHCOs snthlelt, durch 
wiederholtes Pipettieren suspendiert. Gemass einem modifizierten Verfahren von De St.Groth und Schei- 

20 degger [J. Immunol. Methods (1980), 35 , 1] wurden 5xi0 7 Zellen des Lympnknotens mit 5xi0 7 PAI Maus- 
Myeiomazellen (J.W. Stacker et al.. Research Disclosure, 217, Mai 1982, 155-157), die sich in logarithmi- 
schem Wachstum oefanden, fusioniert. Die Zellen wurden gemischt, durch Zentrifugation gesammelt und 
dutch letchtes Schutteln in 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch iangsame Zugabe von 10 ml IMEM wShrend 10 Minuten vorsichtigen Schutteins verdiinnt. Die 

25 Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml vollstandigem Medium [IMEM t- 20% fotales 
Kalberserum, Glutamin (2.0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM), 100 tiM Hypoxanthine, 0.4 uM Amrnapteri- 
ne und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Gewebekuiturschalen, die 
ieweils 96 Vertiefungen enthielten. verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37' C in einer Atmosphere 
von 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tags lang inkubiert 

30 Die Antikdrper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
odor durch ihre Bindung an Antigen im Filtertest gemass Beispiel 1. Zum Nachv/eis cer biologischen 
AktlvltSt von anti(TNF-BP)-Antikorpem wurde folgendermassen verfahren: 5x10 s HL60 oder U937- Zellen 
wurden in vollstandigem RPMI 1840 Medium zusammen mit affinitStsgereinigten monoklonalen anli-(TNF- 
BP)-Antikdrpcm oder Kontrollantikorpern (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP gerichtet sindj in einem 

35 Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde Inkubaiion bei 37* C wurden 
cie Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mit 4,5 ml PBS bei 0"C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
vollstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2), das zusitzlich 0.1% Natriumazid und 125 l-TNFa (10 C 
cpm/ml) mit Oder ohne Beigabe von unmarkiertem TNFcr (s.o.) enthielt, resuspendiBrt. Die spazifische 
Radioaktivitat des 125 l-TNFa betrug 700 Ct/mmol. Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4*C inkubiert, 

40 gesammelt und 4 mai mit 4,5 ml PBS, das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (Fluka) enthielt, bei 0*C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene'Radioaklivitat wurde in eirfem -y-Scintillations-zahler gemessen. In 
einem verglelchbaren Experiment wurde die zellgebundene Radioaktivitat von Zellen. die nicht mit anti- 
(TNF-BP)-Antikorpem behandelt warden waren. bestimmt (ungefahr 10 000 cpm/5xl0 6 Zellen). 

4S 

Beispiel 4 



50 Affinitatschromatographie 



FUr cie weitere Reinigung wurden jeweils ein gemass Beispiel 3 erhaltener monoklonaler antl-(55 kD 
TNF-BP)-Aniik6rper (2,8 mg/ml GeJ). TNFa (3.0 mg/ml Gel) und Rinderserum albumin (BSA, 8,5 mg/ml Gel) 
gemass den Vcrschriften des Herstellers kovalent an CNBr-aktrvisrte Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala, 
55 Schweden) gekoppelt. Der gemass Beispiel 2 erhaltene- Zell xtrakt wurde ubcr die so hergestellten und in 
der folgenden Reihenfolge hintereinandergeschalteten SSulen geleitct BSA-Sepharose-Vorsaule, Immunaffi- 
nitatssaule [Anti-(55 kD-TNF-BP)-Antik6rperI. TNFcr Ligand-AffinitStssaule. Nach vollstandigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten SSulen abgetrennt und einzeln fOr sich rpit i 100 ml d r folgenden 
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markierter, afflnitatsgereinigter (Mausimmunglobulin-Sepnaro3e-4B-Aftinitat3saule) Kaninchen-anti-Maus- 
trnmunoglcbuJin-Antikorper zum autoradiographiachen Nachweis dieses Antikorpers eingesetzt 

Proben, die gemass Beispiel 4 durch zweimalige TNF-a-Ligandenaffinitatachromatographie des Ourch- 
laufs der Immunaffinitatsc.hromatographie erhalten und durch HPLC gemass Beispiel 5 weiter aufgetrennt 

5 worcen waren, zeigten enter den oben spezifizierten SDS-PAGE- und Blottransfer-Bedingurgen zwei 
zusatziiche Banden von 75 kD und 65 kD, die beide im FMtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. Im 
Western Blot gernass Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteine tiieser beiden Banden nicht mit dem 
gernass Beispiel 3 hergestellten anti-(55 kD TNF-BP)-Antikdrper, Sie reagierten allerdings mit etnem 
monoklonalen Antikorper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Antikorper) gemass 

70 Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiei 7 

15 

Aminosauresequenzanalyse 



Zur Aminosauresequenzanalyse wurden die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Fiitertost 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels aer in Beispiel 6 beschriebenen, nun jedoch reduzierenden, SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Proben puffer mit 125 mM Dithiothreitol) aufgetrennt. Es wurden die gleichen 
Banden wie gemass Beispiel 6 gofunden, die allerdings auf Gruno der rsduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alls urn etwa 1-2 kD hOhere Molekulargewichte zeigten. Diese 
Banden wurden dann gemass Beispiel 6 auf PVDF-Membranen ubertragen und mit 0,15% 35 Serva-Blau in 

25 Methanol Wasser/Eisessig (50/40/10 Voiumenteile) wahrend 1 Minute gefarbt. mit Methanol/Wasser/Eisessig 
(45/4S/7 Volumenteile) entfarbt, mit Wasser gespOrt, luttgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtli* 
chen Schritten wurden zur Vermeidung von N-terminaler Blockierung die von Hunkapiller [34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. Zunachst wurden die gereinigten TNF-BP unverandert zur Aminosauresequen- 
zierung eingesetzt. Urn zusatzliche Sequenzinformation zu erhalten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

30 und S-Carboxymcthylierung [Jones, B.N. (1986) in "Methods of Protein Microcharacterisation", J.E. Shively, 
ed., Humana Press, Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan (Tarr, G.E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
satlon", 165-166, op.cit.), Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt So vorbereitete Proben wurden dann in etnem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-Gerat (Applied Biosystems Modell 470A, ABI, Foster City, 

jc Calit ; USA) mit cinem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-Aminosaureanalysator (Applied 
Biosystems Modell 120, ABI s.o.) sequenziert wobei die folgenden Aminasauresequenzan bestirnmt 
wurden: 

1 ., Fur die 55 kO-Bande (gemass nichtreduzie render SDS-PAGE): 
Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp 
40 Asn-SeMIe, 
und 

Ser-Thr-Pro-GIu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobei X fOr einen AminosSurerest steht, der nicht bestirnmt werden konnte. 
2., Fur die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemass nichtreduzierender SOS-PAGE): 
45 Leu-Vai-Pro-His-Leu-GIy-AsP-Arg-Glu 

3., FOr die 65 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-terminalen Sequenzierung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallels Sequen2en ermittelt. Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequen2 des Ubiquitins [36.37] entsprach, wurde fur die 65 kD- 
Bande die fofgende Sequenz abgeleitet: 
so Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-A(a-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys. 

wobei X fUr einen Aminosaurerest steht der nicht bestirnmt werden konnte. 
Weitere Peptidsequenzen fur 75(65)kOa-TNF-BP wurden bestirnmt: 
lle-X-Pro-GlyPhe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 
und 

55 Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Tnr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 

und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn-Gln-Pro-Gln-AIa-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-Aia 
und 

Leu-Cys-Ala-Pro 
unci 

3 Val-Pro-His-lau-Pro- Ala-Asp 
und 

GIy-Ser-GIn-Gly-Pro-Glu-Gln-G!n-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

wobei X fCir einen AminosSurerest stent, der ntcht oestimmt werden konnte. 

10 

Beispiel 8 



js Bestimmung von Basen-Sequenzen von komplementarer DNA (cDNA) 

Ausgehend von der Aminosauresequenz gemass Forme! IA wurden unter Berucksichtigung des 
genetischen Codes zu den Aminosaureresten 2-7 und 17-23 antsprechende, vollstandig degenerierte 
Oligonucleotide in geeigneter Komplementariiat synthetisiert ("sense" and "antisense" Oligonucleotide). 
20 Totale zellulare RNA v/urde aus HL60-Z3llen isoiiert [42, 43], und der srste cDNA-Strang durch. Oligo-dT- 
Priming oder durch Priming mit dem "antisense" Oligonucleotid mittels eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 
1256. Amersham, Amersham, England) gemass der Anleitung des Herstellers synthetisiert. Dieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten dsgenerierten "sense" und "anti-sense" Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Perkin Elmer Cstus, Norwalk, CT, USA gemass Anleitung des 
25 Herstellers) dazu verwendet, die fur die Aminosaure-Reste 8-16 (Forrnel IA) codierendB Basesequenz als 
cDNA-Fragrnent zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cONA-Fragmentes lautet: 5- 
AGGGAGAAGAGAG ATAGTGTGTGTCCC-3 . Dieses cDNA-Fragrnent wurde als Probe verwendet, um nach 
bekannten Verfahren einen fQr das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Klon in einer xgti 1-cDNA-Genbank 
von msnschllcher Placenta zu identlfizieren (42,43). Dieser Klon wurde dann nach Ublichen Methoden aus 
oo dem \-Vektor geschnitten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUCl9 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/Mt3mp19 Bacteriophagen (Pharmacia, Uppsala, 
Sweden) kloniert (42,43). Die Nukleotidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biocnemical, Cleveland, Ohio, USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Die Nukleotidsequenz 
und die daraus abgeteitete Aminosauresequenz fur das 55 kD TNF-BP und dessen Signalpeptid 
os (Aminosaure "-28" bis Aminosaure "0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik ublichen 
Abkurzungen fur Basen wie Aminos^uren dargestellt. Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptcrproteinsequenzen lassen sich ungefahr 180 Aminosa\jren snthaltende N-terminale wie 220 
Aminosaure enthaltende C-terminale DomSnen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 Aminosauren (in Figur 1 unterstrichen) getrennt werden, bestimmen. Hypo- 
to thetische Glykosylierungsstellen sind in Figur 1 durch Sterne Ciber der entsprechenden AminosSure 
gekennzeiennet. 

Im Wes9ntlichen analoge Techniken wurden dazu eingesetzt, 75/65 kD TNF-BP codierende Partiefle 
cDNA-Sequenzen zu identifizioren, wobei allerdings in diesem Fall genomische humane DNA und von 
Peptid HA abgeleiteten vollstandig degenerierte 14-mere und 15-mere * sense" und "antisense" Oligonu- 

4$ cleotide venwendet wurden, um eine primare, 26 bp cDNA-Probe in einer Pol ym erase- Kettenreaktion 
herzustellen. Diese cDNA-Probe wurde dann dazu verwendete in einer HL-60 cDNA-Bibliothek cDNA-Klone 
von verschiedener Lange zu identifizieren. Dfese cDNA-Bibliothek wurde mrttels isoliarter HL60 RNA und 
einem cDNA-Klonierungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergestellt. Die Sequent eines 
solchen cDNA-Klon9 1st in Figur 4 dargestellt, wobei nochmalige Sequenzierung zu fofgender Korrektur 

so fuhrte. An Stelle des Serins in Position 3 muss ern Threonin das von "ACC" nicht von "TCC" kodiert wird. 
stehen. 

Beispiel 9 

55 



Expression in COS 1-2 Hen 
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Fur die Expression in COS-Zei!en wurden Vektoien ausgehend von dem Plasmid "pN11" Kcnstruiert 
Das Plasmid "PNH" enthalt den effizienten Promotor und Enhancer des "major immediate-early' 1 Gens 
des menscrilichen Cytomegaioviajs fHCMV"; Bcshart et ai., Cell 41^ . 521-530, 1935). Hinter dom Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequ nz, welche mehrere Restriktionsschnittstellen enthalt, die nur einmal im 
Plasmid vorkommen ("Polylinker"), u.a. die Schnittstellen fUr HindllL Ball, BaMHI und Pvull (siehe Se- 
quenz). 

PVUII 

5 ' -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 ' 
3 ' -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 1 

Hinter diesen Schnittstellen betlnden sich drei Translatinns-Stopcadons in alien drei Leserastern. Hinter der 
Polylinkersecuenz befindet sich cas 2. fntron und das Polyadenylierungssignal des Praproinsulingens der 
Ratte (Lomedico et al., Cell 18 . 545-558. 1979). Das Plasmid enthalt fsrner den Replikationsursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322. das E. coli-Bakterien Ampiciilin-Resistenz verleiht und die 
Replikation des Plasmids in E. coli ermoglicht. 

Zur Kor.struktlon des Expressionsvektors "pNl23" wurds dieses Plasmid R pN11" mit der Restriktions- 
endonuklease Pvuil geschritten und anschliesssnd mit alkalischer Phosphatase behandelt. Der dephospho- 
ryiierte Vektor wurds danach aus einem Agarosegel iaoliert (VI). Die s'-Oberhangenden Nukloottce des 
EcoRI-geschnittenen 1 ,3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cDNA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe ven 
Kienow-cnzym aufgefullt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel iscliert (F1). 
Danach wurcen V1 und F1 mittels T4-Ligaae miteinander verbunden. E. coli HB1 01 -Zellen wurden dann mit 
diesem Ligierungsansalz nach bekannten Methoden [42] transform iert. Mit Hilfe von Rcstriktionsanatysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten identifiziert : die mit eirem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das l,3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-8P-cDNA in der 
fur die Expression uber den HCMV-Promotor korrekten Oricntierung enthielt. Dieser Vektor ernielt die 
Bezeichnung ,T pN123 n . 

Zur Konstruktion des Vektors "pK19Vwurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment, welches 
nur die fGr den extrazellularen Tail des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enthalt (Aminosauren -23 bis 182 
gemass Figur 1) wurde mittels PCR-Technologie ernalten (Saiki et al. Science 230 . 1350-1354. 1985. 
siehe auch Beispiel 9). Die folgenden Oligonukleotide wurden, urn die fur den extrazellulSren Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123 n zu amplifi2ieren t verwendet: 

BAMHI 

5 ' - CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC- 3 1 

ASP7L8 

3 1 -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 ' 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkoclons der Translation hinter Aminosaure 182 
eingefUhrt. Das so amplifizierte DNA-Fragment wurda mit BamHI und Asp718 geschnittene die hierbei 
entstandenen uberstehenden Enden mit Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefullt und dieses Fragment an- 
schliesssnd aus einem Agarosegel isoliert (F2). F2 wurde dann mit V1 ligiert und der gesamto Ansatz zur 
Transformation von E. coli HB101. wie bereils beschriebene verwendet. Transformanten, die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren. welches das DNA-Fragment in der fUr die Expression uber den 
HCMV-Promotor korrekten Orienilerunrj enthielten, wurden mittals DNA-Sequenzierung (s.o.) identifiziert. 
Das daraus isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung "pK19 M . 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden "pNl23 H oder "pK19 n wurde nach der von Feigner et 
al. verOffentllchten Lipofections-Methode (Proc. Natl. Acad. 3ci. USA 84 , 7413-7417, 1987) durchgefiihrt. 72 
Stunden nach erfolgt r Transfektion wurden die mit ^123" transfizierten Zellen nach bekannten Metho- 
den mit ,cs l-TNFa auf Bindung analysiert. Das Resultat der Scatchard- Analyse [Scatchard, G., Ann. N.Y. 
Acad. Scl. 51 , 860. 1949] der so erhaltenen Bindungsdaten (Figur 2A) i3t in Figur 28 dargest lit. Die 
KulturOberstlnde der mit n pM3 n transfizierten Zellen wurden in einem "Sandwich"-Test untersucht. Dazu 
wurden PVC-Mtcrotiterplatten (Dynatech, Arlington. VA, USA) mit 100 ul/loch einos Kaninchen-anti-Maus 
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Immungiobulins (10 ug/ml PBS) sensibilisierfr. Anachiieasend wurde die Platte gewaschen und mit einem 
anti-55 kD TNF-BP-Antikdrpar, der gemasa Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachgewiesen und 
isoiiert wurde, der ader die TNF-Bindung an Zellen nicht inribiert, inkubiert (3 Stunden. 20* C). Die Platte 
wurde dann wiecer gewaschen ur.c ub r Nacht bet 4* C mit 100 ul/Loch der Kuituru'berstande (1:4 verdunnt 

5 mit 1% entfetteter Miichpulver enthaltendem Puffer A; 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM NaCI, S mM EDTA, 
0,02% Na-Azid) inkubiert Die Platte wurde entleert und mit 125 l-TNFcr enthaltendem Puffer A (10 s cpmVml, 
1-00 ul'*Loch) mit oder ohne Zusatz von 2 u.g/ml unmarkiertem TNF wahrand 2 Stunden bei 4*C inkubiert. 
Danach wurde die Platte 4 mal mit PBS gewaschen, die einzeinen Locher wurden ausgeschnitten und in 
einem 7 -Zahler gemessen. Die Resultate von 5 parallelen Transfektionen (Saulen # 2, 3, 4, $ und 7), von 

jo zwei Kontroll-Trar.sfektionen mit dem pN11-Vektor (Saulen #1,5) und von einer Kontrolle mit HL60-Zell- 
Lysat (Saule # 8) sind in Figur 3 dsrgestellt. 



Beispiel 10 

J5 



Expression in lnsekten2elien 



20 Fur die Expression in einem Baculovirus- Expression ssystem wurde von dem Plasmid n pVL94l" 
(Luckow una Summers. 1989. "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
California Nuciear Polyhedrosis virus Expression Vectors", Virology 170 , 31-39) ausgegangen und dieses 
Toigendarmassen modifizfert. Es wurde die einzige EcoRI-Restriktionsschnittsteiie in "PVL941" entfernt. 
indem das Plasmid mit EcoRl geschnitten unc die uberstehenden s'-Enden mit Klenow-Enzym aufgefUIlt 

25 wurden. Das hieraus erhaltene Piasmid pVL94t'E- wurde mit BamHI und Asp7i8 veraaut und der 
Vektorrumpf anschliessend aus einem Agaroseg9l isoiiert. Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
Oligonukleotid der folgenden Sequenz ligiert: 

BamHI EcoRI Asp718 

30 

5 1 - GATCCAGAATTCATAATAG - 3 ' 

3 ' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5 1 

35 E. coli HB101 wurde mit dem Ligierungssnsatz transformiert und Transform anten, die ein Plasmid 
enthielten, in welches das Oligonukleotid korrskt etngebaut worden war. wurden durch Restriktionsanalysa 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Plasmio wurde "PNR704" 
genannt. Zur Konstruktion des Transfervektors "pNH3" wurde dieses Plasmid "pNR704" mit EcoRI 
geschnitten, mit afkaiischer Phosphatase behandett und der so erzeugte Vektorrumpf (V2) anschliessend 

40 aus einem Agarosegei isoiiert. Das wie oben mit EcoRI geschnittene 1 .3 kb-Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 ligiert. Mit diesem Ligiarungsansatz erhaltene Transformanten. die ein 
Plasmid enthielten, welches das cDNA-lnsert in der korrekten Ortentierung tar die Expression Ober den 
Poiyhedrlnpromotor enthtelten, wurden identifl2iert (s.o.). Der daraus Isollerte Vektor emieit die Bezeichnung 
•PN113". 

45 Zur Konstruktfon des Transfervektors "pNHir wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
EccRi/EcoRl-Fragrnent der 55 kD TNF-BP cDNA in dem "pUC 19 "-Plasmid (siehe Beispiel 8) wurde mit 
Ban I verdaut und mit dem folgenden synthetischen Oligonukleotid ligiert: 

Bant Asp7L8 
50 5 1 - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 ' 

3 ' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5 ' 

Mit dem ooigen Adaptor werden zwei Stopcodons der Translation hinter Aminosaure 182 und eine 
55 3chnittstelle fur die Restriktions ndonuklease Asp7l8 etngebaut. Nach erfoigter Ligation wurde der Ansatz 
mir EcoRl und Asp7i8 vardaut und das panielie 55 kO TNF-BP-Fragment (F3) isoiiert. Weiterhin wurde das 
ebenfalls mit Asp7l8 und EcoRI geschnittene Plasmid "pNR704" mit F3 ligiert und der Ltgierungsansatz in 
E. coli HB101 transformiert. Die Identifikation der Transformanten, weiche ein Plasmid enthielten, in das die 
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partielle 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fOr die Expres sion integriert worden war, erfolgte wie bereits 
beschrieben. Das aus diesen Transform an ten isolierte Plaamid erhielt den Namen "pN119". 

2ur Konstruktion des Transferee ktors "pNl24" wurdo folgencermassen vorgegangen. Das in Beispiel 9 
beschriebene, fUr den extrazelluiaren Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA-Fragment wurde mit den 

5 angegebenen Oligonukleoticien mit Hilfa der PCR-Technologie, wie in Beispiel 9 beschrieben amplifiziert 
Dieses Fragment wurde mit BamHI und Asp7l8 geschnitten und aus einen Agarcsegel isoliert (F4). Das 
Plasmid "CNR704*' wurde ebenfalls mit BamHI und Asp7l8 geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isoliert (s.'o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert, E. coli HB101 damit transformicrt und der 
rekombinante Transfervektor "pNl24 n wurde, wie beschrieben, identifiziert und isoliert. 

to Zur TransfekLion der Insektenzellen wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervektors 
"pNH3" wurden mit 1 ug DNA des Autographa caiifornica-Nuklear-polyhedrosisvirus (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 171 1) transferer! Poiyhedrin negative Viren wurden identifiziert und aus 
"Plaques" gereinigt [52]. Mit diesen rekombinanten Viren wurden wiederum Sf9 Zellen wie in [52] 
beschriebene infiziert Nach 3 Tagen in Kultur wurden die infizierten Zellen auf 3indung von TNF mittels 

fs 125 !-TNFa untersucht. Dazu wurden die transfektierten Zallen mit einer Pasteurpipette von der Zellkuitur- 
schale abgewaschen und bei einer Zelldichte von 5x10 6 Zellen/ml Kulturmedium [52], das 10 ng/ml 123 l- 
TNF-cr enthielt, sowohl in Anwesenheit wie Abwesenheit von 5 ug/ml nichtmarkiartom TNF-cr resuspenaiert 
una 2 Stunden auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die 
zeitgebundene Radioaktivitat in einem 7-Zahler gezahlt (3iehe Tabelle 2). 

20 

Tabelle 2 



Zellen 


Zellgebundene 
Radioaktivitat pro 10 s 
Zellen 


nichtinfizierte Zellen (Kontroiie) 


60 cpm 


infizierte Zellen 


1600 ± 330 cpm 1 * 



11 Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



Beispiel 11 

Analog zu dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das fur der extrazellu&ren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDN A- Fragment, nun jedoch mit den foigondcn Oligcnukleotlden als Primer, in 
einer Polymerasen-Kettenreaktion amplifiziert: 



OligonuKleotid 1: 



45 

Sst I 

5'-TAC GAG CTC GGC CAT AGO TGT CTG GCA TG-3 ' 



OLigonulcleo tid 2: 

5 1 -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3 ' 
Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCD4-H 7 3-Vektor [DSM 5523; Europaische Patentanmeldung Nr. 
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90107393.2; Japenische Patentanmelcung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/90] ligisrt. 
aus dem die CD4-cONA uber die Sat l-Restriktions-Schnittsteilen herausgenommon worcon war. Sstl- 
Schnittstellen cefincen sich in donn Vektor pCQ4-H 7 3 sowohl vor wie in dom CD4-Teilsequenzstuck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mittels Protopiastenfusion nach Ot et at. [Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 , 

5 825-829, 1983) in J558-Myelomzellen (ATCC Nr. TIB6) trans^fiziert. Transfektanten wurden durch Zugabe 
von 5 ug/ml Mycophenolsaure and 250 ug/ml Xanthin (Traunecker et al. t Eur. J. Immunol. 16 , 851-354 
[1986]) in das Grundmedium (Dulbecco's mcdifiziertes Eagle's Medium : 10% fotales Kalberierum. 5 x 
10~ S M 2-Mercaptoethanol) selektioniert Das von den transfiziortcn Zcllen sekretiert9 Expressionsprodukt 
. konnte mittels ublicher Methoden e'er Proteinchcmie, z.B. TIMF-BP-Antik<$rper-Affinitatschromatographi©, 

jo gereinigt werden. Fails nicht bcrcits spcztfisch angegeben, wurden zur Kuitivierung dar verwendeten 
Zelllinien, zum Klonicren, Solektionieron bzw. zur Expansion der klonierten Zellen Standardvsrfahren, wie 
z.B. von Freshney. R.I. in "Culture of Animal Cells 11 , Alan R. Liss f Inc., New York (1983) beschrieben. 
verwendet. 
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Anspruche 

1. Nichtlosliche Proteine und IGsliche oder nichtlSsllche Fragmente davon. die TNF binden, in homogener 
Form, sowie deren physiologisch vertrSgliche Seize. 

2. Verbinaungen gemass Anspruch 1, die durch Molekulargewichte gemass SDS-PAGE unter nichtreduzie- 
renden Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kD charakterisiert sind. 

3. Verbincungen gemass einem der AnsprOche 1 und 2, die wenigstens eine der folgenden Aminosaurese- 
quenzen enthalten: 

L9u-Val-Pro-Hi8-l^u-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cy8-Pro-Gli>Gly-Lys-Tyr-lle 
Ser-He; 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys-Glu-GIy-GIu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 

Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-AIa-Pro-Gtu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys: 

He-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Vat-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu; 

Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gty-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu; 
Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-GIn-Pro-Gln-Ala-Prc-Gly-Val-GIu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gty-Glu-Ala; 

Leu-Cys-Ala-Pro; 

Val-Prc-His-Leu-Pro*Ala-Asp; 

Gty-S r-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 
wobei X f(3r ein n nicht bestimmt n Aminosaurerest steht. 
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4. DNA-Sequen2en, die fur nichtlosliche Proteine oder losiiche wie nichtlosliche Fragmeote davon, die TNF 
binden. kodieren, wobei solche DNA-Sequenzer. aus den folgerden auswahlbar sind: 

(a) DNA-Seauenzen. wie sie in Figur 1 oder Figur 4 dargestellt sind, wie deren komplementaren Strange, 
oder solche, die diese Sequenzen umfassen; 
5 (b) DNA-Sequenzen, die mit wie unter (a) detinierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisieren; 
(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes ntcht mit Sequenzen, wie unter 
(a) jnd (b) definierte hybridisieran. aber die fur Polypeptide mit genau gleicher Aminosauresequenz 
kodieren. 

5. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 4, aie eine Kombination aus zwei Teil-ONA-Sequenzen umfassen, 
io wobei die cine Teilsoquenz fur losiiche Fragment© von nichtfosiichen Proteinen, die TNF binden kodiert 

und die andcrc Teil-Sequenz, fur alle Domanen ausser der ersten Domane der konstanten Region der 
schweren Kette von humanen Immunglobulinen, wie IgG, IgA, IgM bzw. lgE t kodiert. 
8. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 5, wobei besagte humane Immunglobuline IgM bzw. solche der 
Klasso IgG sind. 

is 7. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 6, wobei besagte humane Immunglobuline solche vom Typ Igl bzw. 
Ig3 sind. 

8. Von DNA-Sequenzen gemass einem der Anspruche 4-7 kodierte rekombinante Proteine. wie ailesische 
Varianten, cder Deletions-, Substitutions- Oder Additionsanaioge davon. 

9. Vektoren. dio DNA-Sequenzen gemass einem der AnsprUche 4-7 enthaiten und zur Expression der von 
20 diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischen- wis eukaryotischen Wirtssysteman gesig- 

net sind. 

10. Prokaryotiscre- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vektor gemass Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind, 

11. Wirtssysteme gemass Anspruch 10. wobei diese SSuger- oder Insektenzallen sind. 

25 12. Gegen eine Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 gerichtete Antikorper. 

13. Ein Verfahren zur Isolierung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeich- 
net, dass man im wesentlichen die foigenden Reinigungsschritte nacheinander ausfOhrt; Hersteltung eines 
Zellextraktes, immunaffinitSitschromatographie und/oder ein- Oder mehrfache Ligandenafflnitatschromatogra- 
phie, HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewunschte die so isolierten Verbindungen chemisch oder 

30 enzymatisch spaltet und/oder in geeigneta Salze uberfuhrt. 

14. Ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemMss Anspruch 8, das dadurch gekennzeichnet 1st, 
dass man ein wie in Anspruch 10 oder 11 beanspruchtes transformiertes Wirtssystem in einem geeigneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium solche Verbindungen isoliert. 

15. Pharmazeutische Praparate, dadurch gekennzeichnet, dass aie eine oder mehrere Verbindung(en) 
35 gemass einem der Anspruche 1-3 oder 3, gewunschten falls in Kombination mit weiteren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutisch verlraglichen Tragermaterialien ent- 
halten. 

16. Pharmazeutische Praparate zur Behandlung von Krankheiten. bei denen TNF involviert ist, wobei solche 
Praparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) gemass einem der 
Anspruche 1-3 oder 8, gewGnschtenfaJIs in Kombination mit weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutisch vertraglichen Tragermaterialien enthaJten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
ten. 

18. Verwendung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
45 ten. bei denen TNF involviert ist. 

19. Eine wie in einem der Anspruche 1-3 Oder 8 beanspruchte Verbindung warm immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergestellt worden ist. 
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Fiaur 1 



-185 G^TTCGGGGGGGT7CAAGA.TCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCrCAA 
-125 CCCTCAACTGTCACCCG^GGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGrcCCGGGAAG^ 
-65 CCAGCACTGCCGCTGCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCTG 
-28. 

- 3 0 Met G ly LeuS erThrValP r oAspLeuLeuLeuPr oLeuVa lLeuLeuGluLeu 

-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTCCTGGAGCTG 

+ 1 

-10 LeuValGlylleTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHlsLeuGlyAapArgGlu 
55 TTGGTGGGAATATACCCCTCAGGGGTTATTGGACTGGTCCCTGACCTAGGGGACAGGGAG 

• • i • ■ • 

10 LyaArgAapSerValCyaProGlnGlyLysTyrlleHiaProGlnAanAanSerlleCys 
115 AAGAGAGATAGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGC 

30 CysThrLysCysHiaLysGlyThrTyrLeuTyrAsnAflpCyaProGlyProGlyGlnAsp 
17S TGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCC^GGCCCGGGGCAGGAT 

• • • • • t 

50 ThrAflpCysArgGluCysGluSerGlySerPheThrAlaSerGluAanHisLeuArgHis 
2 3.5 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTOT 

70 CysLeuSerCysSerLysCyaArgLysGluMetGlyGlnValGluIleSerSerCyaThr 
295 TGCCTCAGCTGCTCCAAAJGCCGAAAGGAAATGGGTC^GGTGGAGATCTCTTCTT GCACA 

• ■•**• 
90 ValAspArgAspThrValCysGlyCysArgLyaAanGlnTyrArgHlsTyrTxpSerGlu 

355 GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACGAGTA 

*** *** 

• * • a ■ 

110 AsnLauPheGlnCysPheAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValHisLeuSerCys 
415 AACCTTTTCCAGTGCTTCAAT7GCAGCCTCIGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCTCCTGC 

130 GlnGluLysGlxiAsnThrValCysThxCysHlsAlaGlyPhePheLeuArgGluAanGlu 
475 CAGGAGAAACAGAACACCGTGTGa^CCTGCCATGCAGGTTTCTTTCTAAGAGAAAACGAG 

• ••••• 

150 CysValSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 
535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAG 

170 rlflQ1»&«nVair. Y gr:iyThi<:iiiA^ a w:tYThrThT-Ualr.otir.aiiPynTaitVa1T^ 

595 ATTGAGAAIGTTAAGGGCACTGAGGACTG^SGCACCACAGTGCTGTTGCCCCTGGTCATT 

190 Ph&PheGlyLeugygLftuLaugftrT^uLguPhelleGlyLeuMftfcTyrArqTyrGlnAra 
655 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCTTCATTGGTTTAATGTATCGCTACCAACGG 

• • • • * • 

210 TrpLysSerLysLeuTyrSerlleValCysGlyLysSerThrProGluLysGluGlyGlu 
7 1.5 TGGAAGTCCLAAGCTCTACTCCAT 

*** . 
230 LeuGluGlyThrThrThrLysProLeuiUaProAsnProSerPheSerProThrProGly 
775 CTTGAAGGAACTACTACTAAGCCCCTGGCCCC 

• ••»•• 
250 PheThrProThrLauGlyPheSerProValProSerSerThrPheThrSerSarSerThr 
835 TTCACCCCCACCCTGGGCTTCAGTCCCGTGCCCAGTTCCACCTTCACCTCCAGCTCCA 

• -«.-• 
270 TVrThrProGlyAapCysProAsnPheAlaMaProArgArgGluValAlaProProTyr 
895 TAIACCCCCGGTGACTGTCCCAACTTTGCGGCTCCCCGt^^ 

290 GlnGlyAlaJ^pProIleLeuAlaThrAl^ 
9S 5 CAGGGGGCTGACCCCATCCTTGCGACAGCCC^ 
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Fiaur 1 (Forts.) 



310 GlnLysTrpGluAspSerAlaHisLysProGlnSerLeuAspThrAspAspProAlaThr 

1015 CAGAAGTGGGAGGACAGCGCCCACAAGCCACAGAGCCTAGACACTGATGACCCCGCGACG 

330 LeuTyrAlaValValGluAsnVaiProProLeuAxgTrpLysGluPheVaiArgArgLeu 

1075 CTGTACGCCGTGGTGGAGAACGTGCCCCCGTTGCGCTGGAAGGAATTCGTGCGGCGCCTA 

* ■ * • • • 

350 GiyLeuSerAspHisGluIleAspAxgLeuGluLeuGlnAsnGlyArgCysLeuArgGlu 

1135 gggctgagcgaccacgagatcgatcggctggagctgcagaacgggcgct^ 

370 MaGlnTyrSerMetLeuAlaThrTrpArgArgArgThrProArgAxgGluAlaThrLeu 

1135 GCGCAATACAGCATGCTGGCGACCTGGAGGCGGCGCACGCCGCGGCGCGAGGCCACGCTG 

• • * • • • 

390 GluLeuLeuGlyAxgValLeuAxgAapMetAapLeuLeuGlyCysLeuGluAspIleGlu 

1255 GAGCTGCTGGGACGCGTGCTCCGCGACATGGACCTGCTGGGCTGCCTGGAGGACATCGAG 

« * t a • * 

410 GluAlaLeuCysGlyProAlaAlaLeuProP roAlaProSerLeuLeuArg 

1315 GAGGCGCTTTGCGGCCCCGCCGCCCTCCCGCCCGCGCCCAGTCTTCTCAGATGAGGCTGC 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCGTCCTGCGAGATCGCCTTCCAACCCCACTTTTTTC 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGCAGGAGCTAGCAGCCGCCTACTTGGT 

1495 CCC7CGATGTACATAGCTTTTCTCAGCTGGCTGCGCGCCGCCGACAG7CAGCGCTG7GCG 

1555 CGCGGAGAGAGGTGCGCCGTGGGCTCAAGAGCCTGAGTGGGTGGTTTGCGAGGATGAGGG 

1615 ACGCTATGCCTCATGCCCGTTTTGGGTGTCCTCACCAGCAAGGCTGCTCGGGGGCCCCTG 

1675 GTTCGTCCCTGAGCCTTTTTCACAGTGCATAAGCAGTTTTTTTTGTTTTTGTTTTGTTTT 

1735 GTTTTGTTTTTAAATCAATCATGTTACACTAATAGAAACTTGGCACrCCTGTGCCCTCTG 

1795 CC7GGACAAGCACATAGCAAGCTGAAC7GTCCTAAGGCAGGGGCGAGCACGGAACAATGG 

1355 GGCCTTCAGCTGGAGCTGTGGACTTTTGTACATACACTAAAATTCTGAAGTTAAAAAAAA 

1915 AACCCGAATTC 
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Fjqur 2A 



15000 



10000 



Q. 
<J 

c 

05 
V) 

3 



S000 





TNF-Konzentration (nfl) 



Figur 2B 



0.02 



■ Transf ektant KD 0.49 nM 
□ Kbntrolle KO 0,46 nM 



CO 

C 

<u 



C 



0,01 - 



0.00 




1000 



2000 



3000 



4000 



Bindung/Zelle 



23 



EP 0 417 563 A2 



Fiqur 5 
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1 SarflspSepUalCyaflapStpCyaGlufiapSerThrTypThpGlnleuTppflanTrpUai 
I TCGCflCTCCGTGTGTGflCTCCTGTGflGGflCflGCflCflTflCftCCCflGCTCTGGflflCTCGGTT 

• • i i * t 

21 ProG I uCyaLeuSerCyaG I ySerflrgCy aSerSerflspG InUalG I uThrG I nfl I aCys 
61 CCCGflGTBCTTGflGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGflCCRGGTGGflflflCTCflflGCCTGC 

• • i ( * i 

41 ThrflrgG I uG I nflsnflrg I I eCyaThrCyaflrgProG I yTrpTyrCysfl I ateuSerLya 
121 flCTCGGGRHCflGflflCCGCflTCTGCflCCTGCRCCCCCGGCTGGTfiCTGCGCGCTGflGCnflG 
■ * t * • x • 

61 Gl nGluGI yCy aflrgLeuCy afl I aProLeuProlyaCyaflrgProG I yPheG I yUa (HI a 
181 CflGGflGGGGTGCCCGCTGTGCGCGCCGCTGCCGflflGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGGCC 

31 ArgProGlyThrGluThpSerflapUalUalCyaLyaProCysfll aProGlyThrPheSer 
241 flGflCCftGGflflCTGRflflCflTCflGflCGTGGTGTGCflflGCCCTGTGCCCCGGGGflCGTTCTCC 

• * i i < ■ 
101 AanThpThrSerSerThrflspl leCysflrgProHisGlnileCysflsnUalUalRlal le 
301 aflCflCGflCTTCflTCCflCGGflTftTTTGCflGGCCCCflCCflGBTCTGTflflCGTGGTGGCCflTC 

• ■ i • it 

1 21. ProG I yflsnfl I aSepflpgflapR I aUo I CysThrSerThrSerProThpflrgSernelfl I a 
361 CCTGGGflflTGCRRGCflGGGflTGCRGTCTGCflCGTCCflCGTCCCCCflCCCGGflGTRTGGCC 

1 41 ProG lyfllaUalHi aleuProGi nPpoUa I S«rThrflrgS«rG I nH i sThrG I nPreSep 
421 CCflGGGGCflGTflCflCTTflCCCCflGCCflGTGTCCflCflCGflTCCCflflCflCflCGCflGCCflflGT 

1 61 PpoGluPpoS«rThpfllaPpoSepThrSepPheLeuleuPpoHetGlyPpoSepPpoPpo 
481 CCflGBflCCCflGCflCTGCTCCflflGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCflGCCCCCCfl 

• • i • » 

181 ft I oG I uG I ySerThpG ! yflapPhefl 1 aLeuProUa I G I yleu I leUalGlyUal Thrfl I a 
S41 GCTGflflGGGflGCflCTGGCGflCTTCGCTCTTCCfiGTTBGflCTGRTTGTGGGTGTGflCflGCC 

201 LeuGlyLeuLeui lei leG lyJa lUa IflsnCysUol 1 1 el1etThp6 1 nUa I LyaLyaLya 
601 TTGGGTCTflCTflflTflflTflGGflGTGGTGflfiCTGTGTCRTCRTGflCCCflGGTGflflflflRGflflG 

221 Pr oteuCy aLeuG I nflr gG I uA I cLyaUo I ProH i aLauProfl I aflapLy afl I aftrgG i y 
661 CCCTTGTGCCTGCflGflGflGflflGCCflflGGTGCCTCflCTTGCCTGCCGflTflflGGCCCGGGGT 

••»••* 
241 ThpG I nG I yProG luGlnGlnHi sLeuLeu 1 1 eThpfl I aProSerSer SerSerSorSor 
721 PiCflCflGGGCCCCGRGCflGCflGCRCCTGCTGHTCflCflGCGCCGRGCTCCnGCRGCflGCTCC 

* * » » i « • 

261 LeuG t uSepSerfl I aSerft I aLeuflapflpgflpgA I aPpoThrflrgflanG I nPraG I nfl I a 
781 CTGGRGRGCTCGGCCRGTGCGTTGGRCRGRRGGGCGCCCRCTCGGflflCCRGCCRCRGGCR 
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BP 0 417 563 A2 



Ftour 4 ( ?ortsetzung) 



281 ProG I yUoi 6 luA I oSerG lyfllaGlyGlufll oflrgfll aSer ThrG I ySerSerA I aflso 
941 CCAGGCGTGGAGGCCAGTGGGGCCGGGGAGGCCCGGGCCAGCACCGGGAGCTCAGCAGflT 

301 SenSerProG lyGI yHlsGI y ThrG I nUa I AsnUa I ThrCys 1 1 eUa I flanUa I CysSer 
901 TCTTCCCCTGGTGGCCATGGGACCCAGGTCAATGTCACCTGCATCGTGAACGTCTGTA6C 

• i » • * » 

321 ScrSirAspH i sScrSarG I nCysSerSerG I nfl I aStrStrThrHet G 1 yAspThr Asp 
961 AGCTCTGACCACAGCTCflCflGTGCTCCTCCCAAGCCAGCTCCflCflATGGGAGflCACAGflT 

34 1 SerSerProSerG 1 uSerProLyaflspG I uG I nU« i ProPheSerLysG i uG I uCy»A I a 
1021 TCCflGCCCCTCGGAGTCCCCGAAGGACGAGCflGGTCCCCTTCTCCflAGGflGGflftTGTGCC 

36 1 PheflpgSorG InLeuG I uThrPr aG I uThrLeuLeuG 1 ySerThrG I uG I uLysProLou 
1 00 1 TTTCGGTCflCAGCTGGAGACGCCAGAGACCCTGCTGGGGAGCflCCGAAGAGABGCCCCTG 

381 ProLeuGlyUalProAapAlaGlyltetLyaProSei* 

1141 CCCCTTGGAGTGCCTGATGCTGGGATGAAGCCCflGTTAACCAGGCCGGTGTGGGCTGTGT 

1 201 CGTAGCCAAGGTGGCTDAGCCCTGGCAGGATGACCCTGCGAflGGGGCCCTGGTCCTTCCfl 

1 26 1 GGCCCCCACCACTAGGACTCTGAGGCTCTTTCTGGGCCAAGTTCCTCTAGTGCCCTCCflC 

1321 AGCCGCHGCCTCCCTCTGACCTGCAGGCCflflGflGCflGflGGCflGCGAGTTGTGGflflflGCCT 

1381 CTGCTGCCATGGCGTGTCCCTCTCGGAA6GCTGGCTGGGCATGGACGTTCGGGGCflTGCT 

1441 GGGGCAAGTCCCTGAGTCTCTGTGACCTGCCCCGCCCAGCTGCflCCTGCCAGCCTGGCTT 

1501 CTGGAGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1561 TCTGCCCBGCTCTGGCTTCCflGAAAACCCCAGCflTCCTTTTCTGCAGflGGGGCTTTCTGG 

1621 AGflGGAGGGATGCTGCCTGflGTCflCCCATGAflGRCflGGACAGTGCTTCflGCCTGAGGCTG 

1681 flGACTGCGGGATGGTCCTGGGGCTCTGTGCAGGGAGGAGGTGGCRGCCCTGTflGGGAACG 

1 74 1 GGGTCCTTCflAGTTAGCTCAGGAGGCTTGGAflflGCflTCACCTCAGGCCflGGTGCAGTGGC 

1801 TCflCGCCTRTGflTCCCAGCACTTTGGGAGGCTGflGGCGGGTGGATCACCTGflGGTTflGGfl 

1861 GTTCGAGflCCflGCCTGGCCAflCATGGTAAflflCCCCflTCTCTACTAAAflATACAGAAATTfl 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCACCTATAGTCCCAGCTACTCAGflAGCCTGAGGCTGGGAAAT 

1 98 1 CGTTTGAACCCGGGflflGCGGAGGTTGCRGGGRGCCGRGBTCACGCCACTGCACTCCflGCC 

2041 TGGGCGflCBGAGCGAGAGTCTGTCTCflflAAGflflflAAAAflflflflGCflCCGCCTCCflAflTGCT 

2101 AflCTTGTCCTTTTGTACCATGGTGTGAAAGTCflGflTGCCMGflGGGCCCAGGCflGGCCAC 

2161 CATATTCAGTGCTGTGGCCTGGGCflAGATAACGCACTTCTABCTHGAAflTCTGCCflflTTT 

2221 TTTAflflAAAGTAAGTRCCflCTCAGGCCflACflflGCCflACGACflAftGCCAAACTCTGCCflGC 

2281 CACATCCflACCCCCCACCTGCCATTTGCACCCTCCGCCTTCACTCCGGTGTGCCTGCflG 
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1. NichtLosliche Proteine und losliche oder nichtlbsliche Fragmentc 
davon, die TNF binden, DNA-Sequenzen, die fur die obengenannten 
Proteine kodieren, Vektoren, die diese DNA-Sequenzen enthalten 
und Wirtssysteme rait diesen Vektoren trans formiert und verwendung 
davon zur Hersteilung der Proteine. 

2. Fusionsproteine, die ein Fragment des TNF-bindenden Proteins 
und eine Ig-stammende Domane enthalten, DNA-Sequenzen, die fiir 
die obengenannte Proteine kodieren, Vektoren die diese DNA-Sequenzen 
fUr die obengenannten Fusionsproteine enthalten, Wirtssysteme mit 
diesen Vektoren transf ormiert gegen diese Fusionsproteine 
gerichtete Antikdrper. Verfahren zur Hersteilung dieser Fusions 
proteine und pharmazeutische Zusammenf assungen sie enthaltend. 

3. Gegen Produkte des Anspruchs 1 gerichtete Antikorper, 

4. Verfahren zur Hersteilung eines Produkts des Anspruchs 1, falls 
nicht erworben unter Verwendung der DNA-Sequenzen als in 
Anspruch 1 erwahnt . 

5. Pharmazeutische Zusammen zeteungen, die ein Produkt des 
Anspruchs 1 enthalten. 



